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Adiuvanr^ pour varrin^ 



La preseme invention a pour objet de nouveaux adjuvants pour vaccins 
Un antigene est ddfini comme etant une substance etiangire qui 
^rsqu'on I-adn^inistr. par exemple par voie pan^nteraie. induit u'ne reponse 
unmu^taix^. entr^ autres la pnxiuction d'anticon^s. Les anticorps sont^es 
ubstances contenues dans le sang et autres fluides du cotps ainsi que dans 
les t:ssus, qu. se lient a I'antigene pour le rend,^ inoffensif. Les anticoips 
constituent un des niecahismes naTurels de dd^^^^^ con^s. Us som' 
hautement speciflques et peuvent tuer. lier ou rend,^ inoffensif I'antigene 
qui a mduit leur formation. ^ 

L'antigene, en contact avec le systeme immunitaire, active done une 
sene complexe d' interactions cellulaires dont le but est d'eliminer I'antigene 
et/ou de retablir Tequilibr^ pr^c^ent. antigene 

Deux des aspects caracteristiques des antigfenes sont leur immuno- 
gemcte. c'est-i-dir« leur capacite d'induire une reponse immunitaire in vivo 
emre autres la fortnation d'anticorps spdcifiques) et leur antigenicite.T^ 
^-dire leur capacite d'etre reconnus speciflquement par les anticorps dont les 
antig^nes sont h I'origine. 

II est connu qu'il est possible de stimuler la reponse immunitaire 
debbdremem en administrant un antigene specifique au moyen d un vaccin. 
Cette procedure pennet de ddvelopper dans I'organisme un etat de memoixe 
.mmumtaire qui assure une reponse plus rapide et plus efficace de I'orga- 
nisme lors d'un contact ulterieur avec Tantigfene. 

Cendant, quelques antig^nes ne possfedent qu une faible immuno- 
gemct^ et .nduisent une reponse immunitaire insuffisante pour pnxurer k 
I orgamsme une protection efficace. 

L'immunogenicitd d'un antigfene peut etre accme en I'administrant en 
melange avec des substances, appelees adjuvants, qui augmentent U leponse 
centre 1 ant^ene soit en agissant directement sur le systeme immunologique 
soil en modifiant les caracteristiques phamacocindtiques de I'antigene et en 
augmentant ainsi le temps d'interaction de ce dernier avec le systfeme 
immunitaire. 

Les adjuvants les plus repandus sont.d'une part, I'adjuvant de Freund. 
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une emulsion comprenant des mycobact6ries mortes en une solution saline 
dans une huile minerale et d'autre part, I'adjuvant de Freund incomplet qu, 

ne comprend pas de mycobactdries. 

Ces adjuvants sont capables soit d'augmenter I'intensue de la reponse 
5 immunitaire k I'antigene soit de pioduire une activation aspecifique du 

systfcme immunitaire. . ..^^ ♦^ic 

Cependant I'utilisauon de ces adjuvants comporte des mconvements tels 
nue la fonnation d'irritations ou d'abc^s au point d'injection. De plus, pour 
que ces adjuvants soient efficaces, la concentration ^ utiliser doit etre 
10 superieure i 50 % du volume injecte, ce qui limite la charge utUe d anti- 
eenes que Ton peut injecter en une dose. 

La grande viscosite de ces adjuvants classiques k base d'huUe et d eau 
rend leur utilisation peu pratique car ils sont difficiles k introduire dans les 
seringues et k injecter dans les animaux. 
15 Un autre type d'adjuvant d6crit, comprend une solution d acides 

. ^, 7 \c\\t\ Chem Klin, Biochem. 8,632- 

polyacryliques [Diamanstem et al.. Z. Khn Chem. lui 

636 (1970) and Diamanstein et al., Eur. J. Immunol. 1,335-339 (1971)]. 
L'avanuge de ce type d'adjuvant est qu'U est moins visqueux que les 

adjuvants classiques k base d'huile minerale et d'eau. II peut done etre 
20 manipul6 et injecte plus aisement. Cependant refficacit^ de ces adjuvants 
n'est pas comparable k celle des adjuvants k base d'eau dans I'huile mme- 
rale (W/O). 

Le but de la presente invention est de proposer un adjuvant pour 
vaccins qui soit efficace en concentration faible et sans huile mmerale. 
25 ce but est atteint par un adjuvant pour vaccins comprenant une soluuon 

aqueuse de polym^res ayant des unites constimtiomieUes rep^titives amo- 
niques et des unites contitutiomieUes r«p6titives hydrophobes. 

Par unites constitutionnelles repetitives anioniques. on entend designer 
aux fms de la presente invention des unites monomeriques, constituuves du 
30 polymer., qui contiennent des groupements capables desedissocier dans 

I'eau en formant des anions. - ^ 

Des exemples de teUes unites monomeriques utiles dans la presente 
invention pour former les unites constitutiomieUes repetitives aniomques 
sont (choisies parmi) les acides acrylique, methacrylique, maleique. 
35 fumarique. ethylfenesulfonique, vinylsulfurique, styrenesulfomque 
Xlph<^n isul^rique. 2-methacryloyloxy ^thanesul^^^^^^^ 
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oxy-2-hydroxypropanesuIfonique. 2-acr,l-2-methylp„,panesuIfonique 
3-acj^Uun.do-3-n,ethy,butanoFque.3-n,.thacrylan,id^^^^^ 

las .Z^'^c^r T'' — -q-s de ce type so« choisies panni 
le ac des aciybque. methacryUque. maleique. fiimarique, ethylene- 

sulfomque. vinylsulfurique et styx^nesulfonique. 

De maniere prdferee, les unitds monomeriaues de ce rvn. c« . L • • 
pannes aciaes ac^U.,... .,.H,c^„„e, ^^ZTZZ 

iJe mantdre particuU&rement oreferee .m.f^. 
type son. des um«s d'acide ac^Uq^I, ^ « 

aux fl' IT l-ydn^hobes. on emend designer 

^ ym4 aui cT" """" cons..,ives du 

polymere. q„ comiennen. exclusiven,en. des groupements hydrophobes 
enco^ s appel^s Upophiles e. qui „e se dissocien. pas dans Ve^ 

Des exemp.es de teUes umtes monomSriques utUes dans ta prtsente 
.nve„„o„ pour fonner les unites cons,i«,tonnel.es .^pe.idv« tZrbe. 

n V s^T' '-yioxTOe-.-sLoniqu?:^' 

ethyl allyloxymethyl, 2-e.hoxye,hoxym«hyl, benzyloxym^thyl cycle 
hexylon,«hy . 1-^oxy.U.y,, 2^,hoxy.«,y,. 2-b«oxy4l. luTy 

h:rrr;;':r:;t--^'- - w...- 

les es^rTXT"' T """" * « -ype son. choisies panni 

les esters aUcyliques des acides aco.Uque. methacryUque, maMique 
fun-anque. *hy,enesufoniq„e, viny,su,fi,rique ouVr^^o:^^ 

pann? e:::e"r 'r <^ « -ype so.. Choisies 

pam. les esters alkybques des acides aco-lique. m^rtaciyUque malSiaue on 
ft.n.=m,„e do„. le g„„pe aU<yl. contien, de 4 4 8 a.on, Jde calne 
De n,an,4re paniculiiremen, preftr^e. les n,ono„,^riques L ce 
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type sont les esters alkyUques lineaires d'acide acrylique dont le groupe 
alkyle contient de 4 i 8 atomes de cartxine. 

De manifere particuUferement pr6f6ree, les adjuvants utilises selon la 
presente invention sont les solutions aqueuses de polymferes dont les unites 
monom^riques utiles pour fomer les unites constitutionnelles rep^titives 
anioniques sont constitutes d'acide acrylique et dont les unites mono- 
meriques utUes pour former les unites constitutionneUes repttitives hydro- 
phobes sont choisies parmi les esters alkyliques lin&ires d'acide acryUque 
dont le groupe alkyle contient de 4 k 8 atomes de carbone. 

La reponse humorale aux vaccins comprenant une solution aqueuse de 
polymeres ayant des unites constitutionnelles repttitives anioniques et des 
unites constitutionnelles repetitives hydrophobes est superieure k la reponse 
induite par des polymferes ayant exclusivement des unites constitutionneUes 
repetitives anioniques, tels que, par exemple, les acides polyacryliques. 
15 En effet, l'efficacit6 des adjuvants selon la pr6sente invention est 

comparable a celle des adjuvants classiques h. base d'eau dans I'huile 
minerale tandis que leur toxicity est, en general, nettement inferieure. 

Les adjuvants selon la presente invention ne posent pas de problfemes 
d instabUite comme les adjuvants classiques k base d'emulsion d'huile dans 
20 reau (O/W) ou d'eau dans I'huile (W/O) car ceux-ci sont toujours sensibles 
a des facteurs destabiUsants tels que la concentration en sels, la temperamre, 
etc. ce qui n'est pas le cas des adjuvants de la pr6sente invention. Leur 
subilite correspond en principe k la stabUit6 des polymferes contenant 
exclusivement des unites constinitionnelles repetitives anioniques, tels que 

25 les acides polyacryliques. 

Un des avantages de I'adjuvant selon la presente invention est qu'il est 
efficace k faible dose. On peut done augmenter la charge d'antigenes par 
volume injecte. Dans les vaccins k base de W/O, I'huile minerale occupe 
environ 50 % du volume du vaccin, tandis que la fraction volumique 

30 occupee par les adjuvants selon la presente invention (p. ex. k base d'acides 
polyacryliques U6s k des chaines d'hydrocaibures) peut etre dirainuee 
jusqu'k environ 10 % du volume de vaccin. 

Selon un premier mode de r^isation avantageux, le poids moleculaire 
des polymferes est compris entre 10 kD et 10.000 kD. 

35 Avantageusemem, le rapport molaire des unites repetitives constitu- 

tionnelles hydrophobes et des unites rep<5titives constitutionnelles aniontques 
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est Pompris 0,05 et 1,00 et. de preference er,tr« O.IO et 0 40 

Selon un autre aspect de la presente u,vention, u„ prxx:^^ pour obtenir 

3. hydrolyse paitieUe <Sc polymires, et 

4. par un anhydride imenn^diaire. 

anagenes u«c..ves du vi™, de la n,atadie de Newcastle (NDV) Xou du ' 

i rt-'^h '=''"'P«">"' »4"vam k base d'acides polyacn-Uaues Uis 

» des chaane, d-hydmcart«« son, beaucoup p,„. suble^TJ J^cctas 



Setan encore un au,re aspen de la prtse„,e invention, on pnx«se 

ttonneUes repetmves antomques e. des unites constinitionneUes ■A.^titives 
hydiophobes en tam qu adjuvant dans des vaccins ■»P«'nves 

oro,:^". """" P'^"« i"ve„«o„. un 

proced^ pour ptepater un vaccin en solution, cantcteris.. en ce qu'on 

melange une solution aqu«.se d'un antigine et un polyn,i„ ayl des unitfc 

^r'T?' K^"""' " -nstituttUt 

repetiaves hydrophobes. 

Exemplft ^ 

Diff^rents polymeres hydrosolubles selon I'invention ont Ad synthdtises 
^ u luartwpol 907 (PAA), Goodrich, Cleveland, Ohio. U.S.A.]. 
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Dans cene demand, .e .enne "PAA- se r.f^ ^ "Cartopo. 907". Ce. ac^e 

d&ritc par Cohen. H.L. dans I. Poly. Sc.. 14, pp. 7-22 
p^ym^L .^sulun,. appelis ci-apr^s "aUcyl-PAA-. (cf. ubl«u 1) 
^l'"^n, d« unit^ monom^nques dc .ype acide acryUque et des un.«s 
monomeriques de type acrylate d-alkyle. ,„ „, ,.-,ea„ol 

Un OTinme de PAA a e(e mis en solution dans 50 ml de 1 alcanol 

HroTom =<e ajoutes et le mdlange de niaction a ete mamtenu i 1J5 C. 
S Ituon a etc arret^e par ,efroidisseme« «pide du melange de «a«,on 
^e' -l. volume d'eau dl«U.^. EnsuUe. ,e pH de U solution a e.e 
rrnn = 6 et les solvants ont evapo^s » 80 "C i presston redu.te 
a"" 1-s P~dui,s ainsi obtenus ont *e mU en s„lu.ion„dans de . eau 
distUlee. dialysis centre de l ean distiUee et puis lyophiUses. 

iTs composes suivants. don, les p.op-i*t6s principles sont repnses 
aansYeU-ea^l, on. .t. synt^ti^s : d*cy..PAA ,C1..PAA,, octyl-PAA 
(C8-PAA) butyl-PAA (C4-PAA). e, mithyl-PAA (Cl-PAA). 

^T^t^ d esterification de ces composes a ete detennine par analyse 

HMN II est exptime en * molaire. 

Les allcyl-PAA ont ixi mis en solution dans un tampon phosphate 
,„H = 7 5). en chauffant Kgitement si n«essaire. et un volume de la 
*fution d-idjuvan, a *t. melange avec un volume de la so.ut.on contenant 
Tantigene. 
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labisatU : Proprietes principales des alkyl-PAA synthdtis^s 



Produit 


MW PAA 
(kD) 


Longueur % ester 
de la chaine (molaire) 


Rapport molaire 1 
(hydrophobe/ 1 

3Jl1nn^oll^^ 1 


C8-PAA 

C8-PAA 

C8-PAA 

C8-PAA 

C4-PAA 

CI 0-PAA 


450 

450 

450 

450 

450 

450 


C8 27 
C8 12 
C8 16 
C8 

C4 16 
CIO j NT 


0,37 

0J4 
0,19 / 
019 '~~] 
0,19 

NT 1 


C8-PAA 


450 
450 
450 


C8 1 48 
C4 teniaire 1 NT 
CI 1 ~ 


0,92 
NT 
0,18 


C4-PAA 
Cl-PAA 



20 



Exemple 7, 

Des poules cm ete immunis&s par injection intramusculaire (IM) avec 
0.5 ml de vaccm comprenant le virus NDV (Newcastle Disease Vims) 
inactive (souche Kimber) et le vims IBV anfectious Bronchitis Vims) 
inactive, comprenant les souches M41 et D274, (iNDV/ilBV) sans adjuvant 
^ quatxe semaines d'age. puis a sept semaines d'age. avec les memes anti- ' 
genes mais cette fois-ci avec un adjuvant, 

animaux du groupe de controls n^gatif om re<;u une solution saline 
tamponnee avec du phosphate (PBS) au Ueu de i'adjuvant et les animaux du 
groupe de controle positif ont 6i6 vaccinas avec le vaccin comprenant un 
adjuvant classique k base d'eau dans I'huile minerale. 

Trois semaines aprfes la deuxifeme vaccination, les poules ont 6x6 
saignees et dans ceitaines experiences, des echantiUons de sang ont 6t6 
coUectes une deuxieme fois plusieurs semaines plus tard. 

I^s echantillons de sang ont ete incubes i temperature ambiante et 
apt^s deux heures, les caiUots sanguins ont 6t€ eliminds, les cellules 
resiantes ont 6t6 enlev&s par centrifugation (10 min. k 2700 g) et les 
echantillons de semm de chaque animaux ont ete r«:ueillis et stockes k 
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- 20 "C jusqu'k leur utilisation. 

DCS plaques de microtitiation k 96 puits ont 6i6 saturees avec du NDV 
purifi^, inactive et dUue dans une solution tamponnee au carbonate (pH - 
9 6- 0 1 M) pendant deux heux^s i 37 'C. Us plaques ont 6i6 saturees avec 
5 5' % (poids/volume) de lait ecreme (SKM) dans un tampon cart)onate 

pendant une nuit k 4 "C. 

Le serum des poules a 6i6 traite avec du kaolin en incubant un volume 
de serum avec 4 volumes d'une suspension I 25 % (poids/volume) d^.kaolm 
dans un tampon de borate aCN Biomedicals, Inc. Costa Mesa, U.S.A.), 
10 pendam 30 minutes, Le kaolin a ensuite 6t€ ^limine par centrifugation. 

Le serum des poules a ete predilud 100 fois dans du PBS contenant 1 
(poids/volume) d'albumine de senim bovin (PBS/BSA). I^s echantiUons de 
serum om ^e dilu^s en serie deux fois dans la meme solution dans des 
plaques k 96 puits et les plaques ont 6te incubees pendant une k deux heures 
15 I 37 -C Des anti-IgG de poules, produits dans la chfevre et couples k la 

oeroxydase, dUues 1/1000 dans du PBS/SKM, om ete ajoutes et les plaques 
^ incubees pendam 1 k 2 heures k 37 'C. 1. quantite peroxydase^ 
dans les plaques a ete quantifiee par ajout d'une solution de 
-f H2O2 (Kirkegaard & Perry Labs.. U.S.A.) et mesure de I'absorbance k 
20 405 nm effecwee par un multiscan Titertek. ^ . . 

Les titles d'anticorps som exprimes sous forme de valeur 2-log du 
coefficient de regression du diagramme de density optique par rapport au 

facteur reciproque de dUution. ^«i,,;n„e* 
Le titre d'anticorps a aussi ete exprime par les moyemies geometnques 
25 (valeur 2-log +/- SEM) et les valeurs antUog de ces moyennes 
(2»"oy®""®*). L' activity de Tadjuvant a €\€ exprimee en tant que 
pouix«ntage d' augmentation calcule comme suit : 

% augmentation = lantilog(6chantillon) - antUog(contr^le negatif)! / 
[antiIog(contr61e positif) - antilog(contr6le negatif)] - 100. 
30 Des tests de Student ont €i€ effectues pour analyser la sigmf.cat.on 

statistique de ces resultats et la valeur P > 0,05 a ete consider^e comme 

etant significative. 

Dans quaue exp^riencM indipendantes, reffe. adjuvant d un ou 

plusieun acides poly«ryliqa« p^tiellement «,*rif.& . 4te coraparee 
35 l-adjuvance de PAA non-ea^rinis dnsi qu avec un group, de contto e 

negluf sans .dj»v«,. (PBS) « un groupe de contt61e posmf av«: de 1 .an 
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dans I'huile minerale (W/O). 

Les titxes d'anticorps ont etd determines par la methdde EUSA 
mdire^te. decrite ci-dessus. I^s resultats de ces experiences sent repris dans 
le tableau 2. k 

mimuj^: Effets de differentes preparations d'alkyl-PAA sur la 
reponse unmunologique contre NDV/IBV. mesures par EUSA indirect sur 

des poules. 



Adjuvant fmg/ml] 



Titre d'anticorps centre NDV 



Adjuvance 



wo 96/20007 



PCT/BE95/00n8 



- 10 - 



Experience m 


W/<J 


40 


8.9 


0.9 


477 


100 


PBS 


dn 


5 7 


0.6 


52 


0 1 


PAA [oj 


70 


6.9 


0.8 


119 


16 1 


PAA [24] 


90 

L\J 


7 3 


0.7 


158 


25 1 


n A A rQl 

C8-PAA [o] 




8 4 


0.7 


338 


69 

/ 1 


Co- PAA 18 J 


20 


8.3 


0.7 


315 


64 1 


/^O DA A 


20 


8.3 


0.5 


315 


64 


/-*o OA A rsi 
C8-PAA loj 


20 


9.1 


0.3 


549 


121 1 


C8-PAA [8] 


20 


8.4 


0.5 


338 


69 1 


C8-PAA [24] 


20 


8.0 


0.6 


256 


49 1 


C4-PAA [8] 


20 


8.8 


0.6 


446 


96 


C4-PAA [24] 


20 


8.6 


0.5 


388 


81 1 


ClO-PAA [8] 


20 


7.1 


0.7 


137 


20 


ClO-PAA [24] 


20 


5.8 


0.6 


56 


0 1 


Experience IV 




W/O 


40 


8.6 


1.0 


388 


100 


PBS 


40 


5.2 


11 


37 


0 1 


PAA[1] 


20 


6.2 


1.7 


74 


9 1 


PAA [2] 


20 


6.0 


l.O 


64 


6 


PAA [4] 


20 


6.8 


1.1 


111 


18 ! 


PAA [8] 


20 


7.2 


1.0 


147 


26 


PAA [16] 


20 


7.4 


0.8 


168 


32 


C4-PAA [1] 


20 


7.7 


0.7 


208 


42 


C4-PAA [21 


20 


8.1 


0.5 


274 


57 


C4-PAA [4] 


20 


8.5 


0.5 


362 


79 
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10 



15 



20 



25 



C4-PAA [8] 


20 


8.7 


0 6 


'f lO 


92 


C4-PAA [16] 


20 


9.1 


0.4 


549 


124 


C8-PAA [2] 


20 


8.4 


0.6 


338 


73 


C8-PAA [8] 


20 


8.9 


0.8 


478 


107 


C8-PAA (8] 


20 


8.3 


0.7 


315 


67 


*C4-PAA [8] 


20 


7.3 


0.9 


158 


29 


Cl-PAA [8] 


20 


8.2 


0.7 


294 


62 



n = nombre de poules par grbupe 

SEM = deviation standard de la moyenne (Standard Error of Mean) 
* = C4tertiaiie 

Les groupes de controle positif et negatif ont donne des litres d'anti- 
corps reproductibles dans les quatre experiences independantes et les litres 
d.'anticoips du conirdle positif ont ^te de trois k quatre unites 2-log sup6- 
rieures (8^16 fois) k ceux des groupes de conirdle negatif. 

Les PAA (non-modifies) ont augments le litre en aniicorps anU-iNDV 
entre 6 % et 32 % (Experience I i IV) et il semble que ceite augmentation 
depende de la dose (Experience IV). Une stimulation optimale est obienue 
avec une dose de 40 mg/ml (Experience H). 

Les alkyl-PAA ont provoqud des reponses significativement plus elevees 
que les PAA non-modifies. L'octyl-PAA et le buiyl-PAA produisaienl des 
litres plus eleveSs que le decyl-PAA, le t-butyl-PAA ou le methyl-PAA. 

Des reponses maximales ont eie obtenues avec des doses variant de 
8 mg/ml k 40 rag/ml d'octyl-PAA ou de butyl-PAA. Les reponses ont ete 
aussi elevees que les reponses obtenues avec un adjuvant classique k base 
d'huile et d'eau, utilise en tani que controle positif. 

L'experience IV montre que la reponse depend de la dose de PAA 
modifies utilisee, du moins en ce qui conceme le butyl-PAA dans une plage 
aUant de 1 mg/ml k 16 mg/ml. M&me k dosages ti4s faibles - de 1 mg/ml a 
2 mg/ml -, le butyl-PAA augmentait la reponse humorale d'une manifere 
significative. Des litres d'anticorps comparables k ceux rencontres avec des 
doses beaucoup plus elevees de PAA non-modifies ont 6t6 atteints. 

La reponse humorale augmente avec la dose de PAA modifies employee 
et aneint un maximum qui est equivalent.^ celle provoqude par les adjuvants 
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classiques i base d'eau et huUe. Des doses de 24 mg/ml et 40 mg/ml de 
butyl-PAA et d'octyl-PAA induisaient des reponses parfois plus faibles que 
des doses de 8 mg/ml, indiquant I'existence d'une concentration optimale 
pour ces composes, qui est comprise entre 8 et 24 mg/ml. 

5 Exemple 3 

Les litres d'anticorps anti-NDV dans les echantillons de serum mdi- 
viduels ont egalement ete d6termin6s par un kit EUSA anti-iNDV, dispo- 
nible dans le commerce (Flockcheck Newcastle disease antibbdy test^kit; 
IDEXX Labs, Inc. Maine, U.S.A.) selon le mode operatoire, 

,0 Les resultats de ces analyses sdnt repris dans le tableau 3. 

Tableau 3 : Effet de differentes preparations de PAA sur le titre 



anti-iNDV mesure par un kit IDEXX EUSA sur des poules. 



Adjuvant [mg/ml] 




Titre d'anticorps comre NDV 




n 


moyetuie 
2-log 


SEM 


antilog 


% augment. 


Experience I 




W/O 


40 


14.5 


0.7 


23170 


100 


PBS 


40 


7.9 


2.2 


239 


0 


PAA [8] 


20 


NT 








C8-PAA [8] 


20 


1J.7 


0.8 


13308 


57 


C8-PAA [40] 


20 


12.9 


1.7 


7643 


32 


Experience n 






W/O 


40 


13.9 


0.8 


15268 


100 


PBS 


40 


8.7 


1.9 


416 


0 


PAA [8] 


20 


12.6 


1.1 


6209 


39 


PAA [40] 


20 


NT 








C8-PAA [8] 


20 


12.4 


1.1 


5404 


36 


C8-PAA [40] 


20 


NT 








C8-PAA [8] 


20 


12.3 


1.5 


5042 


31 


C8-PAA [40] 


20 


12.4 


1.2 


5404 


36 
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C8-PAA [8] 
C8-PAA [40] 
Experience HI 



W/O 



20 
20 



12.5 
12.0 



1.0 
1.9 



5793 
4096 



40 



13.1 



1.3 



8780 



36 
25 



100 



PBS 



40 



8.2 



1.8 



294 



0 



PAA [8] 



20 



NT 



PAA [24] I 20 

C8-PAA [8] (20 

C8-PAA[8] J 20 

C8-PAA[24] I 20 

C8-PAA[8] I 20 

C8-PAA[8] ( 20 

C8-PAA[24] I 20 

C4-PAA[8] I 20 

C4-PAA [24] I 20 

C10-PAA(8] I 20 

C10-PAA(24] I 20 
Experience IV 



NT 
13.5 
12.8 
13.5 
13.7 
12.5 
NT 
13.7 
14.2 
NT 
NT 



1.0 

1.1 

1.3 

0.6 

l.I 

1.2 
0.8 



11585 
7132 
11585 
13308 
5793 

13308 
18820 



133 
81 
133 
153 
65 

158 
218 



1 W/O '. ~" 


40 


12.9 


1.6 


. 7643 


100 


1 PBS 


40 


7.5 


2.3 


181 


0 


1 PAA [1] 


20 


NT 








1 PAA [2] 


20 


NT 








PAA [4] 


20 


NT 








PAA [8] 


20 


NT 








PAA [16] 


20 


NT 








C4-PAA [1] 


20 


NT 
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C4-PAA [2] 


20 


NT 








C4-PAA r41 


20 


13.4 


1.0 


10809 


142 


C4-PAA rsi 


20 


13.4 


1.0 


10809 


142 


C4-PAA [16] 


20 


13.8 


0.9 


14263 


189 


C8-PAA [2] 


20 


NT 








C8-PAA [8] 


20 


13.2 


0.9 


9410 


124 


C8-PAA (8] 


20 


12.0 


1.6 


4096 


52 


-C4-PAA [8] 


20 


NT 








Cl-PAA [8] 


20 


12.2 


1.4 


4705 


60 



n = nombre de poules par groupe 

SEM = deviation standard de la moyenne (Standard Error of Mean) 
NT = non mesure (not tested) 
• = C4tertiaire 

5 Dans les quatre experiences, les differences des valeurs moyennes des 

centrales negatifs ont 6t6 faibles. Dans les quatre experiences, les diffe- 
rences des valeurs moyennes des contrdles positifs ont egalement 6te faibles. 
L'adjuvance des PAA modifies se situe entre 23 et 218 %, le butyl-PAA et 
l octyl-PAA ont ete plus efficaces que le m^thyl-PAA ou le decyl-PAA. 

10 Les resultats obtenus par cette methode confirment ceux de la premiere 

raethode d'analyse, developpee specialement pour ces tests. 
Rxemole 4 

Dans des plaques I 96 puits, des dUutions progressives de I'anti-serum 
ont ete incubees avec 10^ particules infectieuses (PFU) d'une souche NDV 

15 Kimber pendant 18 heures k 37 »C. A chaque puits, 10^ ceUules de la 

lignee aviaire QT35 ont ete ajoutees et mises en plaque. Ces plaques ont ete 
couvertes et incubees pendant 48 heures supplementaires k 37 "C. Des 
dilutions de serum apportant 50 % de reduction du nombre de particules 
infectieuses ont ete consid6rees comme etant le litre d'anticorps. 

20 Les resultats de ces experiences sont repris dans le tableau 4. 

Tableau 4 : Effets de differentes preparations de PAA sur le titre 
d'anticorps anti-iNDV mesures par neutralisation de virus (VN) sur des 
poules. 
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Adjuvant [mg/ml] 


n 


Titre d'anticorps contre NDV 


Adjuvance 




moyenne 
2-Iog 


SEM 


antilog 


% augment. 



w/o 


40 


16.3 


2.1 


80684 


100 


PBS 


40 


8.1 


1.8 


274 




PAA [8] 


20 


11.6 


2.0 


3104 


4 


C8-PAA [8] 


20 


15.1 


2.4 


35120 


43 


C8-PAA [40] 


20 


14.0 


2.3 


16384 


20 



Experience n 
W/O 
PBS 

PAA [8] 

PAA [40] 
C8-PAA [8] 
C8-PAA [40] 
C8-PAA [8] 



40 

40 

20 

20 

20 

20 



20 



16.0 

11.1 

11.5 

13.0 

15.2 

11.4 

13.8 



2.0 

2.0 

1.8 

2.2 

1.8 

2.9 

2.2 



65536 
2194 

2896 

8192 
37641 

2702 
14263 



100 



56 



19 
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20 


15.9 


0.8 


61147 


81 




20 


16.0 


0.6 


65536 


87 


1 C8-PAA [8] 


20 


15.5 


1.4 


46341 


61 


1 C8-PAA [24] 


20 


15.9 


0.8 


61147 


81 


1 C4-PAA [8] 


20 


16.1 


0.6 


70240 


93 


1 C4-PAA [24] 


20 


16.2 


2.4 


75281 


100 


1 ClO-PAA [8] 


20 


13.3 


1.7 


10086 


12 


1 ClO-PAA [24] 


20 


12.1 


1.5 


43900 


58 



Experience IV 



W/O 



PBS 



40 



40 



15.4 



9.3 



2.0 



1.2 



43238 



630 



100 



0 



PAA [1] 



20 



10.9 



2.8 



1911 



PAA [2] 



20 



10.2 



1.1 



1176 



PAA [4] 



20 



11.0 



1.3 



2048 



PAA [8] 



20 



12.1 



1.6 



4390 



PAA [16] 



20 



12.6 



1.3 



6208 



13 



C4-PAA [1] 



20 



12.5 



1.6 



5793 



12 



C4-PAA [2] 



20 



14.1 



1.1 



17560 



40 



C4-PAA [4] 



20 



14.9 



1.2 



30574 



70 



C4-PAA [8] 



C4-PAA [16] 



20 



20 



14.7 



1.2 



26616 



15.6 



1.4 



49667 



61 



115 



C8-PAA [2] 



20 



14.3 



1.1 



20171 



46 



C8-PAA [8] 



20 



15.7 



1.5 



53232 



123 



C8-PAA [8] 



*C4-PAA [8] 
CI -PAA [8) 



20 



14.0 



1.2 



16384 



20 
20 



12.0 
13.4 



1.3 
1.9 



4096 
10809 



37 



24 
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10 



15 



JO 



n — nombre de poules par groupe 

SEM = deviation standard de la moyenne (Standard Error of Mean) 
= C4teitiaiie 

I^s aaimaux des groupes de controle negatif et positif donnaient des 
mi^s d anticorps «productibles dans les quatr« experiences independantes 
. ^T.T^^ ^'augmentation realise par le PAA non modifie se siniait ' 
entre 4 k 37 % en fonction de la dose de PAA utiJisee 

Tous les alkyl-PAA induisaient des r^onses plus elevees que les P^ 
non modifies. les t-AA 

U quaJit^ des rinses induites par les alkyl-PAA dependait du type de 
chame alkyle utiJisee et du degre d'esterification du PAA 

Pour le butyl-PAA. on a obsen^e une relation etroite entre la dose 
d adjuvants et la reponse humorale (experience IV) tandis que pour I'octyl- 
les reponses i une dose de 40 mg/ml ne provoquait pas toujours une 
.^nse p us elevee que des doses plus faibles. indiquant que I'optimum de 
la quantue d'octyl-PAA se situerait entre 24 mg/ml et 40 mg/ml 

L'dvaluation de la fonction biologique des anticoips effectuee par le test 
de neutralisation de vims (VN) montrait qu'U existe une correlation etioite 
entre les deux tests EUSA et le test VN. 
20 Exemple ^ 

L'adjuvance des PAA a aussi 6t6 testfe sur des souris. 
Des groupes de six souris ont 6t6 vaccines avec 25 d'un vaccin 
comprenant 1 volume d'une solution d'antigfenes composec de 10 ue de 

J.7x!f' ^"""'^ "^""-''^ ' d'ovalbumine (OVA) 
SIGMA. U.S.A.) par ml et un volume d'adjuvant. Trois semaines aprts 
1 injection^ les titres d'anticon^s om 6t6 ddtemiin^s par la methode indirecte 
EUSA ddcme k TExemple 1. 

Le sdrum de souris a 6t6 prddilutS dans une solution 4 5 % de lait 
fcr^me dans du PBS (PBS/SKM). ^hantiUons de serum ont 6t6 dilues 
en sene deux fois dans la meme solution dans des plaques k 96 puits et les 
plaques om 6t6 incubees pendant une k deux heuies k 37 'C. Des anti-IgG 

f '°ppLT""' '"'"'^ " ^P'*^^ ^ """^ peroxydase. dUues 1/300 

dans PBS/BSA, om 6i€ ajoutes et les plaques om 6t6 incubees pendant I k 2 
heures k 37 <>€. 1^ quantity de peroxydase dans les plaques a 6t6 quantifiee 
par une solution substm de ABTS + HjOj (Kirkegaard & Peny Ubs 
U.S.A.) et la mesure de I'absoibanee i 405 nm a 6t6 effectuee par un 



25 
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multiscan Titertek. 

Les resultats de ces experiences sont repris dans le Tableau 5. 
TaWsaiLi : Adjuvance des alkyl-PAA sur des souris 



Adjuvant [mgyml] 

Experience I 
PAA (4.0] 
C8-PAA [4.0] 
C8-PAA [4.0] 
C8-PAA [4.0] 



2-log du titre d'anticorps contre 


MRCU 


OVA 1 


moyenne SEM 


moyenne SEM 



C4-PAA [4.0] 



11.2 


0.5 


9.0 


0.6 


14.8 


0.3 


10.1 


0.4 


14.5 


oT 


9.5 




13.6 


1.1 


8.7 


oT 


14.3 


0.4 


9.4 


l.l 


10.0 


0.4 


4.2 





Experience H 

PAA [4] j 


6 


isT 


0.5 


sT 


oT 


PAA [2] 


6 


uT 


0.6 


8.0 


0.6 


C8-PAA [4] 


6 


14.9 


0.4 


8.7 


0.7 


C8-PAA [2] 


6 


14.6 


0.9 




0.5 


C4-PAA [4] 


6 


15.5 


0.2 


9.5 


0.7 


C4-PAA [2] 


6 


1 isT 


0.4 


9T 


o3^ 



n = nombre de poules par gtoupe 

SEM = deviation standard de la moyenne (Standard Error of Mean) 

L'accroissement de I'adjuvance des PAA par I'addition des chaines 
aliphatiques n'a €te confirm^ que partiellement sur des souris, car les deux 
experiences ind^pendantes montraient des effets differents. 

Outre"rldjuvance. d'autres proprietes sont impoitantes pour reva- 
luation d'un vaccin. Ent« iutres, la reaction locale est un aspect impoitant 
bien qu'une certaine reaction i I'endioit d'injection soit acceptee en general 
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u,van. le go„fIe„,=„, de la pane des souris aprts l-i„j=„i„„ du vaccin dans 

On a u,j«rt (sous^uun«, dans la plan,, dn pi«J amin= gauche de 
roupes de s„ souris, 25 +y. 5 ^. d'un vaccin co„,enan. . v„l„„,e d'un 

MRCI I et 1 mg d ovalbumine par ml de NaCI 0.9 % (p/v) ^ 

L epaisseur de la pane a ete mesurte u„ jour avam l injection « k 
cUffen=n,s u„en,alies ap^s rinjecion par un appa.e,l sen,i.^lecTo„i<^e 
specialemen. m.s au poin. pour ce propos par rUmversi>e d Eta, d'ttrech. 
aux Pays Bas. On a moncr. que la pr&ision de ce. appa,ei. a Jusqu^ 
u,U2 mm prfes. j « 

et apres le trauement et est exprime en tant que 0,01 mm. 

Les resultats de ces experiences sont repris dans le tableau 6 
labkaiU.: Reactogenicite de PAA et d'alkyl-PAA sur des souris 



Adjuvant [mg/ml] 



gonflement moyen (lO"^ mm) 



Jours 





1 


1 ^ 


6 


10 


17 


22 


1 PAA [4] 


27 


63 


96 


47 


31 


29 


1 C8-PAA [4] 


82 


113 


174 


108 


71 


46 


1 C8-PAA [4] 


185 


186 


197 


126 


91 


49 


1 C8-PAA [4] 


181 


191 


165 


82 


58 


38 


1 C4-PAA [4] 


76 


111 


222 


138 


85 


72 


1 C8-PAA [4] 


23 


17 


33 


8 


16 


7 


PBS 


2 


0 


0 


0 


0 


0 
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Experience II 



/VQJUValll l^lllg/ llllj 


gonflement moyen (10"'^ mm) 


Jours 


1 


2 


3 


7 


12 


20 


26 


35 


PAA [4] 


37 


73 


91 


68 


51 


40 


38 


42 


PAA (2] 


33 


52 


36 


37 


30 


19 


14 


- 14 


C8-PAA [4] 


171 


154 


157 


107 


70 


49 


35 


34 


C8-PAA [2] 


125 


79 


124 


70 


36 


28 


19 


29 


C4-PAA [4] 


72 


77 


135 


120 


88 


68 


59 


61 


C4-PAA [2] 


105 


80 


74 


84 


62 


38 


42 


69 


PBS 


3 


0 


0 


0 


0 


0 


0 


0 



La toxicite locale des PAA sur des souris est moderee, le gonflement de 
la patte des souris atteint un maximum apits quelques jours et decline 
ensuite gradueliement au bout de deux ou trois semaines. 

L^addition de chaines alkyles sur les PAA augmente la reaction locale 
5 qui disparait cependant au bout de deux k cinq semaines selon la quantite 

injectee. Les groupes octyles incitent une reaction plus forte que les groupes 
butyles- 

Par centre, le gonflement provoque par T injection d'un adjuvant a base 
d'huile et d'eau provoque des gonflements beaucoup plus importants qui 
10 persistent pendant plus de huit semaines. 
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REVENnrr ATTON<^ 

1 - Adjuvants pour vaccins comprenant une solution aqueuse d'un 
polym^re ayant des unites constimtionneUes repetitives anioniques et des 
unites constitutionnelles repdtitives hydrophobes. 

2 - Adjuvant selon la revendication 1. caracterisd en ce que les unites 
monomenques pour former les unites constitutionnelles repetitives , ■ 
anioniques sont choisies panni les acides acrylique. mdthacryUque 
maleique. fumarique. <JthyI6nesulfonique. vinylsulfiirique. styrenesulfonique 
vinylphenylsulftirique, 2-methacryloyloxy ethanesulfonique. ' 
3-methaciyloyioxy-2-hydroxypropanesulfonique, 

2- acryl-2-mdthylpropaiiesulfonique. 3-acrylaniido-3-methylbutanoIque 

3- methacrylamido-3-methylbutanoIque, vinylphosphorique 

4- vinylbenzorque, 3-vinyIoxypropane-l-sulfonique et N-vinylsuccimidique. 

3 - Adjuvant selon la revendication 2, caiacterise en ce que les unites 
monomenques pour former les unites constitutionneUes repetitives anionique 
sont choisies parnii les acides acryUque, methacryUque. maleique 
fiimanque, ethylfenesulfonique, vinylsulftirique et styrenesulfonique. 

4 - Adjuvant selon la revendicaUon 3. caract^ris^ en ce que les unites 
monomenques pour fonner les unites constitutionnelles repetitives anionique 
sont choisies parnii les acides acrylique, methacrylique. maleique et 
fumarique. 

5 - Adjuvant selon U revendication 4. caracterise en ce que les unites 
monomenques pour fonner les unites constitutiomielles repetitives anionique 
sont des unites d'acide acrylique. 

25 6 - Adjuvant selon U revendication 1 , caracterise en ce que les unites 

monomenques pour fonner les unites constitutionneUes repetiUves 
hydrophobes sont choisies panni les esters alJcyliques. cycloalkyliques et 
hydroxyalkyUques des acides acrylique, methacryUque, maleique 
fumarique. ^thylenesulfomque, vinylsulfurique, styrenesulfonique' 
vmylphenylsulfurique, 3-methacryloyIoxy-2-hydroxypropanesulfonique 

2- methacryloyloxy dthanesulfonique. 2-acryl-2-mdthylpropanesulfonique 

3- acrylam.do-3-methylbutanoIque. 3-mdthacrylamido-3-methyIbutanoIque 



20 



30 
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vinylphosphorique, 4-vinylben20ique, 3-vinyloxypropane-l-sulfonique ou 
N-vinylsuccimidique et les ethers. 

7 - Adjuvant selon la revendication 6, caracteris6 en ce que les unites 
monomeriques pour former les unites constitutionnelles repetitives 

5 hydrophobes sont choisies parmi les esters alkyUques des acides acrylique, 
methacrylique, maleique, fumarique, ethylenesulfonique, vinylsulfurique ou 
styrenesulfonique. {' • 

8 - Adjuvant selon la revendication 7, caracterise en ce que les unites 
monomeriques pour former les unites constitutionnelles repetitives 

10 hydrophobes sont choisies parmi les esters alkyliques des acides acrylique. 

methacrylique, maleique ou fumarique dont le groupe alkyle contient de 4 a 
8 atomes de carbone. 

9 - Adjuvant selon la revendication 8, caracterise en ce que les unites 
monomeriques pour former les unites constitutionnelles repetitives 

15 hydrophobes sont choisies parmi les esters alkyliques lineaires d'acide 
acrylique dont le groupe alkyle contient de 4 i 8 atomes de carbone. 

10 - Adjuvant selon Tune quelconque des revendications I k 9, 
caracterise en ce que le rapport molaire des unites repetitives 
constitutionnelles hydrophobes et des unites repetitives constitutionnelles 

20 anioniques est compris enire 0,05 et 1 .00. 

11 - Adjuvant selon la revendication I i 10, caracterise en ce que le 
rapport molaire des unites repetitives constituiionneUes hydrophobes et des 
unites repetitives constitutionnelles anioniques est compris entre 0,10 et 
0,40. 

25 12 - Adjuvant selon la revendication 1, caracterise en ce que le poids 

mol^culaire des polymeres est compris entre 10 kD et 10.000 kD, 

13 - Adjuvant selon Tune quelconque des revendications 1 i 12, 
caracterise en ce que le milieu liquide est une solution aqueuse, une 
suspension ou une Emulsion. 

30 14 - Adjuvant selon Tune quelconque des revendications 1 ^ 13, 

caracterise en ce que le polymfere est soluble dans Teau. 
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15 - Vaccin comprenant une quantite immunogenique d'un antigfene et 
un adjuvant selon Tune des revendications precedentes. 

16 - Vaccin selon la revendication 15, caract6rise en ce que la concen- 
tration d'adjuvants est comprise entre 1 et 40 mg/ml, de preference entre 4 
et 24 mg/ml. 

17 - Vaccin selon la revendication 15, caracterisd en ce que, outre 
r adjuvant, il comprend des antigenes inactives du virus de la maladie de 
Newcastle (NDV) et/ou du virus de la bronchite infectieuse (IBV) pour la 
vaccination d'animaux domestiques. 

18 - Utilisation d un polymfere ayant des unites repetitives 
constitutionnelles hydrophobes et des unites repetitives constitutionnelles 
anioniques en tant qu 'adjuvant dans des vaccins. 

19 - UtiUsation selon la revendication 18, caracteris^ en ce que le 
polymfere a des unites repetitives constitutionneUes hydrophobes selon Tune 

15 des revendications 2 a 5 et des unitds repetitives constitutionneUes 
anioniques selon I'une des revendications 6 k 9. 

20 - Procedd pour preparer un vaccin en solution caractdrisd en ce 
qu'on melange une solution aqueuse d'un antigdne et un polymfere ayant des 
unites repetitives constitutionnelles hydrophobes et des unites repetitives 
20 constitutionneUes anioniques. 
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